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家 短信 使 核糖 核酸 的 分 离 及 体外 活性 测定 
ISOLATION OF MESSENGER RNA IN BOMBYX MORI 


AND IDENTIFICATION OF ITS ACTIVITY IN VITRO 


总 RNA 的 制备 主要 参考 Sechutz 等 (1972) 的 方法 ， 加 以 修改 。 除 注 明 外 ， 实 验 操 
作 控 制 在 4°C 以 下 。 以 家 乔 幼 虫 的 整体 (除去 消化 道 ) 为 材料 ， 按 1 : 8 (WAY) 加 
入 pH8.3 缓 溃 液 (0.01M Tris，0.075M NaCl, 0.005M EDTA，0.5%5D3) ， 置 组 织 
的 碎 机 中 迅速 习 浆 一 分 钟 。 加 入 4 售 组 织 体 积 (W/V) 90% 酚 液 《9 份 体积 重 蒸 酚 溶 
于 1 份 体积 0.1M Tris 溶 液 中 ， 加 入 0.1%8- 关 基 哗 啉 ，pPH8.3》 及 4 倍 组 织 体积 气 仿 一 
异 戊 醇 (24 : 1 ) 尝 液 ， 在 室温 中 剧烈 震 鞭 15 分钟， 离心， 收集 上 层 水 相 。 再 于 中 层 及 
酚 毛 仿 相 内 加 入 4 悦 组 织 体积 pH8.3 组 冲 液 ， 播 震 均匀 后 离心， 收集 上 层 水 相 。 将 二 次 
水 相 液 合 并 ， 加 入 0.5 倍 体积 90%% 酚 液 及 0.5 倍 体积 毛 仿 - 异 友 醇 ， 同 样 震 费 、 离 心 ， 收 
集 上 层 水 相 。 再 重复 用 酷 、 氢 仿 - 异 戊 醇 处 理 , 直 到 无 明显 蛋白 膜 为 止 。 收 集 上 层 水 相 ， 
加 入 画 体 醋酸 钠 使 达到 2 % 浓 度 ， 用 2 倍 体积 冷 无 水 乙醇 置 ~ 20C 使 沉淀 。 离 心 所 得 的 
沉淀 溶 于 生理 盐水 中 (生理 盐水 体积 重量 应 不 超过 原 组 织 重 量 ) 。 再 用 无 水 乙醇 同样 沉 
淀 二 次 ， 把 最 后 一 次 离心 收集 的 沉淀 溶解 在 pH5 缓 冲 液 C5mM MeCl;、0.01M 醋酸 铀 ) 
中 ， 加 入 DNase I 《10 微克 /毫升 )，0 °C 消化 30 分 钟 。 再 用 冷 乙 醇 反复 沉淀 三 次 ， 获 得 


- 本 A260 A280_- 6 用 一 
的 精制 总 RN 人 这 于 生理 盐水 中 进行 此 外 光 吸 收 测定 , 检定 350>2， 60~" 5。 用 二 


| 基 胺 法 检验 DNA 为 阴性 反应。 用 SPECORD UV 
0.64 VIS 分 光 光 度 计 扫 描 得 到 典型 的 核酸 紫外 吸收 曲 
2 线 ， 最 高 吸收 妖 为 259mh， 最 你 吸收 信 在 232mk 左 
这 右 {图 1) 。 
2 mRNAs 的 分 离 
参考 Aviv 等 (1972) 的 方法 ， 所 用 器 亚 、 试 
31 液 都 需 经 过 高 压 灭 菌 处 理 。 
Oligo (dT) -纤维 素 处 理 ， 将 适量 oligo (4d) 
0.3 ”纤维 素 置 小 烧杯 中 , 加 入 0.5MKC10.01M Tris pH 
250 230 240 250 260 270 280 8.5 的 缓冲 液 ， 搅 匀 后 置 冰箱 浸泡 过 夜 。 然后 小 心 
和 装 入 夹 套 柱 中 ， 再 用 该 缓冲 液 滴 加 淋 洗 ， 直 至 流出 
图 1 家 委 总 有 全 紫外 吸收 光 羔 ” 液 260ma OQ, DD<0.03 时 可 供 RNA 上 柱 用 。 





#+ 本 工作 有 有关 活性 测定 部 分 ， 得 到 中 国 竺 学 院 上 海 生 化 记 及 纸 肥 所 的 支持 各 帮助。 并 承 云南 洛 鼻 业 科 学 研究 所 
提供 家 付 幼 虫 ， 特 此 一 并 致谢 ， 
评奖 于 1980 年 4 月 5 日 收 到 。 
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将 制备 的 总 RNA 溶 解 于 重 燕 粮 水 中 , 配 成 25.0.D/ 毫 升 的 浓度 。 离 心 弃 去 不 溶性 物 
质 ， 吸 取 上 清 液 , 在 冰 浴 条 件 下 ,每 4 毫升 上 清 液 中 加 入 0.5 毫 升 2.5M KCl, 0.05M Iris 
pH8.5 缓 冲 液 ， 然 后 在 25"C 保 温 条 件 下 逐步 滴 加 到 处 理 好 的 Dligo (〈dLI) -纤维 素 柱 中 ， 
流速 控制 在 0.4 毫 升 / 分 , 接 核 酸 检测 仪 检测 。 样 品 流 完 后 , 用 0.5M KCl, 0.01M TrispH 
8.5 缓 冲 液 充分 洗 脱 ， 至 洗 脱 液 260mu O. D<0.03 为 止 ， 使 不 含 poly 《A) 的 RNA 直 接 
从 柱 上 流出 ， 含 poly (4a) 的 mRNAs 则 亲 和 在 柱 上 。 然 后 用 重 燕 铭 水 洗 一 下 柱 壁 ， 改 


RN "As A260 A280 0 
用 重 燕 偏 水 洗 脱 mRNAs (图 2) 。 检 定 所 收集 的 mRNAs， 入 230 之 2， A560<0.5, 用 


紫外 分 光 光 度 计 扫描 得 到 (图 3 ) 的 特性 曲线 。 含 pofy (和 A) 的 mRNAs 的 收 率 为 2 % 左 布 。 


总 RNA 加 样 0,5MECI Ha2ap 
| .01NMTris | 


.一 不 会 Poly ,一 全 Poly(A}) 的 mRNA 


253.7imnh 的 光 吸 改 





T( 时 间 ) 
图 2 OiligotdI) -纤维 素 柱 层 析 记 银 图 


活性 测定 ”我 们 选用 麦 胚 无 纲 胞 蛋白 合成 系统 对 mRNAs 进行 体外 活性 测定 ， 用 家 
稚 蚁 重 的 mRNAs 作 为 样板 ， 经 过 Sephadex G 一 25 柱 脱盐 处 理 后 ， 放 在 考 胚 无 细胞 短 卢 
合成 系统 中 进行 翻译 。 以 *H- 亮 氮 酸 的 参 入 量 代表 蛋白质 的 合成 量 ， 新 合成 的 蛋 肩 质 经 
三 撩 醋酸 处 理 使 固定 在 涝 纸 片 上 ， 然 后 用 NE8312 液体 闪烁 仪 进行 同位 素 测量 ， 在 加 入 
家 发 mRNAs 的 条 忻 下 ， 麦 胚 无 细胞 系统 中 对 * 日 - 亮 揪 酸 参 入 有 明显 的 刺激 作用 ， 促 进 


程度 达 10 售 说 明 所 分 离 的 家 看 mRNAs 是 具有 生物 活性 的 。 
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